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摘要 :【 目的】 明确 毛虫 葵 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( Hiibner) 细 胞 色素 P450 基因 的 诱导 表达 作用 。[ 方 
法 ] 采 用 0- 脱 乙 基 香 豆 素 法 研究 了 低 剂 量 毛虫 茶 甲 酰 腕 处 理 对 甜菜 夜 蛾 幼虫 中 肠 P450s 酶 活性 的 影响 ,应 用 Real- 
time PCR 方法 测定 了 其 对 P450 3&4 ( CYP949 , CYP4G37 , CYP4S11 和 CYPGB) fil NADPH 细胞 色素 P450 还 原 酶 基 
(09852049) 表达 的 影响 。【 结果 ] 握 虫 茶 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 P450 酶 及 相关 基因 的 诱导 作用 均 表现 出 时 间 效 应 
和 剂量 效应 , 。 甜 菜 夜 蛾 4 龄 幼虫 取 食 0.02 mg/kg 毛虫 葵 甲 酰胺 饲料 至 5 龄 ,在 暗 皮 后 6-36 h 内 , 其 P450s 酶 活 
性 增加 为 对 照 组 的 1. 90 ~2.92 倍 , 诱导 效应 高 于 0.01 mg/kg 毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 组 (其 P450s 酶 活性 为 对 照 组 的 
1.11 «1.62 fii) FJET, 0.02 mg/kg 毛虫 葵 甲 酰胺 处 理 组 甜 荣 夜 蛾 中 肠 P450 基因 CYP949, CYP4G37 和 CYP6B 
mRNA 的 相对 表达 量 分 别 上 升 为 对 照 组 的 1.97 ~3.95, 2.46 ~4.29 及 1.53 ~4.48 fit, NADPH 细胞 色素 P450 还 
原 酶 基因 HQS52049 的 相对 表达 量 亦 增加 为 对 照 的 1.85 ~4.08 倍 。【 结 论 】 结 果 提 示 ,毛虫 茶 甲 酰胺 可 能 通过 诱导 
3 种 P450 基因 及 细胞 色素 P450 还 原 酶 基因 HQ852049 基因 mRNA 的 上 调 表 达 而 增强 了 甜菜 夜 蛾 幼虫 中 肠 PASOS 
酶 活性 。 

关键 词 : 甜菜 夜 蛾 ; 细胞 色素 PASO 酶 ; 细胞 色素 PASO 还 原 酶 ; 毛虫 茶 甲 酰胺 ; 基因 诱导 表达 
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Abstract: [ Aim] This study aims to understand the induction of chlorantranilprole, a novel diamide 
insecticide, on the expression of cytochrome P450 genes in the midgut of Spodoptera exigua ( Hübner) larvae. 
[ Methods] The 4th instar larvae of S. exigua were fed on artificial diets containing 0.01 and 0. 02 mg/kg of 
chlorantraniliprole, respectively, until their molting, and the activities of O-deethylase of P450 and the mRNA 
expression levels of four P450 genes ( CYP949, CYP4S11, CYP4G37 and CYP6B) and one NADPH 
cytochrome P450 reductase gene ( H(852049) in the midgut of the 5th instar larvae in 6 to 36 h post treatment 
were detected by assaying O-deethylation of ethoxyresorufin and quantitative real-time PCR, respectively. 
[Results] The cytochrome P450 ethoxycoumarin-O-deethylase activity in the 0. 02 mg/kg treatment group 
increased to 1.90 —2.92-fold as high as the untreated control, while that in 0.01 mg/kg treatment group was 
only 1.11 —1.62-fold as high as that of the control. The relative expression levels of CYP9A9, CYP4G37 and 
CYP6B induced by 0.02 mg/kg chlorantraniliprole were 1. 97 —3.95, 2. 46 — 4. 29 and 1.53 — 4. 48-fold as 
high as the control, respectively, and 0. 02 mg/kg chlorantraniliprole also induced the expression of 
HQ852049 , with the relative expression level of 1. 85 — 4. 08-fold as high as the control. [Conclusion] The 
results suggest that the up-regulated expression of three P450 genes and NADPH cytochrome P450 reductase gene 
H(Q852049 induced by chlorantraniliprole can enhance the activities of P450s in the midgut of S. exigua larvae. 
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AH SET Spodoptera exigua ( Hübner) 是 一 种 世 
界 范 围 内 广泛 分 布 的 杂食 性 害虫 ， 其 寄主 多 达 170 
RE, 包括 蔬菜 类 、. 槐 花 .玉米 、 豆 类 .烟草 LB TR UG 
天. 果树 类 等 多 种 作物 (Agata et al., 2010; Wu et 
al., 2010) 。 甜 荣 夜 蛾 具有 迁 飞 能 力 强 ,间歇 性 骏 
发 等 特点 ， 目 前 国内 外 对 其 仍 以 化 学 防治 为 主 。 由 
于 化 学 杀 虫 剂 的 使 用 , 使 得 甜菜 夜 蛾 对 多 种 传统 杀 
RA, SIUE BILE 2S is RI PS DAE B PCR 37 ER TR 
菊 酯 类 杀 虫 剂 涡 握 菊 酯 、 氧 氰 和 菊 酯 .高效 毛 氟 握 和 菊 
酯 ,以 及 大 环 内 酯 类 杀 虫 剂 阿 维 菌 系 和 甲 氨 基 阿 维 
菌 素 等 , 均 产 生 了 较 强 的 抗 药 性 ( Natsuhara et al., 
2004; Ishtiaq et al., 2014; Su and Sun, 2014) , 

毛虫 葵 甲 酰胺 是 通过 激活 昆虫 鱼 尼 丁 受 体 , 使 
细胞 内 的 钙 离 子 过 度 释 放 ， 导 致 昆 虫 死 亡 ， 对 鳝 翅 
目 害 虫 的 幼虫 活性 高 , 且 对 鱼 . 蜂 .水 生生 物 、 天 敌 
及 哺乳 动物 低 毒 (Li et al., 2011) 。 由 于 毛虫 共 甲 本 
腕 对 多 种 作物 如 水 稻 、 玉 米 . 槐 花 .蔬菜 等 主要 鳞 却 
目 害 虫 表现 高 效 而 被 大 量 使 用 , 加 速 了 靶 标 害虫 对 
其 抗 药 性 的 产生 (Sial and Brunner, 2010), HRJ, 
已 发 现 多 个 地 区 的 甜 沫 夜 蛾 田间 种 群 对 毛虫 茶 甲 酰 
胺 产生 了 严重 抗 药 性 ( Lai et al., 2011). 

一 般 认为 ,细胞 色素 PASO 多 功能 氧化 酶 系 
( cytochrome P450 enzymes, P450s ) 活性 增强 是 害虫 
产生 抗 性 的 主要 机 制 之 一 ， 其 不 但 可 催化 内 源 性 物 
质 ( 昆 虫 激素 IER e KET) 的 合成 与 降解 , 也 
参与 催化 外 源 性 物质 (包括 植物 防御 性 次 生 代 谢 产 
物 及 化 学 杀 虫 药剂 等 ) 的 代谢 (Li et al., 2007)。 一 
般 认 为 ，P450 基因 表达 量 增 加 , 特别 是 与 杀 虫 剂 代 
谢 相 关 的 P450 基因 表达 量 的 增加 ,可 导致 P450s 
解毒 能 力 加 强 , 从 而 使 昆虫 对 杀 虫 药剂 产生 抗 药 性 
(Steven et al., 2008) , Jones 等 (2011 ) 研究 表明 , 
ALM07 品系 的 Q AE EU E X REC HER] DU TE 8 
到 180 fir, 其 CYP6CMI AEWRE RU 47] BE N K 
相对 表达 量 分 别 为 敏感 品系 的 24.2 倍 和 200 倍 。 

P450s 作为 多 功能 氧化 酶 体系 的 核心 元 件 , 能 
被 外 源 物 质 所 诱导 , 提高 昆虫 对 外 源 物 质 的 解毒 作 
用 ( 韦 存 虚 和 唐 振 华 ,1999 ) 。Liu 等 (2006 ) 研究 发 
现 0.5 mg/mL 的 植物 次 生物 质 2- 十 三 烧 酮 和 榭 皮 
素 处 理 可 诱导 棉铃 虫 6 龄 幼虫 中 肠 P450s 酶 活性 分 
别 增加 为 对 照 的 1.68 和 1.82 fij; Guo 等 (2012 ) 用 
LDao 的 省 氰 菊 酯 处 理 东 亚 飞 蝗 3 龄 幼虫 后 , 发 现 其 
P450 基因 CYP40941 和 CYP408B1 mRNA 的 相对 表 
达 量 分 别 增加 为 对 照 的 1.22 ~2. 86 倍 和 1.12 ~ 
1.6945, Wan 等 (2014) 和 Yang 等 (2014) 等 从 马 铃 






































XR FH Leptinotarsa decemlineata AA K EL Sogatella 
furcifera 分 别克 隆 到 15 792 bp 和 15 985 bp 编码 鱼 
尼 丁 受 体 的 cDNA, 并 分 别 设计 短 双 链 RNA 进行 干 
JL, 结果 表明 试 虫 对 毛虫 茶 甲 酰胺 的 敏感 性 均 显著 
降低 。 因 此 , 明确 毛虫 葵 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 P450s 
的 诱导 表达 作用 ,为 深入 研究 被 显著 族 导 表达 的 
P450 基因 的 功能 验证 和 调控 ,以 及 为 指导 该 药剂 
在 农业 生产 上 科学 合理 使 用 , 延缓 甜 沫 夜 蛾 对 其 抗 
药性 的 产生 , 延长 其 使 用 寿命 具有 重要 意义 。 








1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 药剂 

供 试 甜菜 夜 蛾 为 实验 室 品 系 ,， 从 2009 年 室内 
以 人 工 饲 料 ( Wu and Gong, 1987) 连续 饲养 至 今 ， 
未 接触 过 任何 农药 。 在 饲养 条 件 为 27 € 1C, HX 
湿度 为 70% ~ 80% , 光 周 期 为 14L: 10D 的 温室 中 
饲养 。 
1.2 imm 
1.2.1 主要 试剂 :95% 毛虫 茶 甲 酰胺 原 药 ,杜邦 公 
司 生产 ; 总 RNA 提取 试剂 TRIzol 购 自 Invitrogen, 
PrimeScript™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit、rTaq X 
AM dNTPs, DNA Marker DL2000 , DNase | ( RNase 
Free) .SYBR® Premix Ex Taq ( Perfect Real Time ) 
WA TaKaRa 公司 ; AE H! 3 má Bt 9 (PMSF, 
99.096 ) NADPH(98% ) . 牛 血 清白 蛋白 (BSA ) 均 为 
Sigma-Aldrich 公司 产品 ; Tris-base — Afi 2 9 p 
(DTT, 99% ) 为 美国 Promega 产品 ; 7-Z, 3E 
素 7- 羟 基 香 豆 素 购 自 Alfa Aesar 公司 ; 考 马 斯 之 蓝 
G-250 为 Fluka 公司 进口 , 上 海 化 学 试剂 公司 分 装 。 
1.2.2 主要 仪器 :3417R 冷冻 离心 机 、LS-55 菊 光 分 
光 光 度 计 、ABI 7500 System 荧光 定量 PCR. fX, 
power/PAC 3000 型 电泳 仪 、Kodak 电泳 凝 胶 成 像 
仪 等 。 
1.3 毛虫 茶 甲 酰胺 诱导 剂量 的 确定 

采用 人 工 饲料 饲 喂 法 , 毛虫 茶 甲 酰胺 浓度 分 别 
为 0. 005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.025 和 0.03 mg/kg 
梯度 , 每 个 浓度 3 KER, 每 次 重复 为 20 K 4 龄 初 
幼虫 ( 试 虫 体重 范围 18.2 ~ 24. 3 mg/3k) , 处 理 后 
观察 其 生长 发 育 的 情况 直至 化 晴 。 
1.4 试 虫 处 理 

氧 虫 葵 甲 酰胺 用 丙酮 配制 成 母液 ,使 用 时 用 
0. 0596 Triton X-100 水 溶液 稀释 到 逢 要 的 浓度 ， 然 
后 与 人 工人 饲料 混 勺 ,得 到 含 毛虫 葵 甲 酰胺 的 含 毒 饲 
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料 (0.01 和 0. 02 mg/kg), 同时 设置 空白 对 照 ( 含 
0.5 mL 丙酮 /kg 饲料 , 与 含 毛虫 共 甲 酰 胶 饲 料 中 加 
入 的 丙酮 体积 相同 ), 共计 3 个 处 理 , 每 处 理 3 次 
重复 。 用 无 每 人 工 饲 料 饲养 甜菜 夜 蛾 幼虫 至 4 龄 ， 
选取 大 小 一 致 的 健康 试 虫 , 饥 俄 处 理 3 h, 将 各 处 
理 的 含 毒 饲料 装 入 指 形 管 , 每 个 指 形 管 装 人 2 头 试 
Hh, 每 个 处 理 300 头 试 虫 (每 个 重复 100 35) , 共计 
900 头 饲 虫 。 分 别 于 空白 对 照 组 试 虫 赔 皮 进 入 5 de 
后 6, 12, 24 和 36 h, 从 每 个 处 理 的 每 次 重复 选取 
健康 .长 势 均 一 的 10 KAR, 在 冰袋 上 迅速 解剖 得 
到 中 肠 , 并 于 预 冷 的 1.15% KCl 溶液 中 洗涤 后 用 
滤纸 吸 去 残存 溶液 , 转移 入 1.5 mL 离心 管 中 , 用 
ii EUR UR PES FP, 并 用 馈 子 迅 速 均 分 为 两 份 ( 相 
当 于 每 份 5 头 试 虫 中 肠 ) ， 另 一 份 也 保存 在 1.5 mL 
离心 管 中 , 确保 用 于 细胞 色素 P450s 0- 脱 乙 基 活性 
测定 及 总 RNA 提取 组 织 大 体 一 致 ,标记 好 并 迅速 
放 入 -70% 超 低温 冰箱 保存 备用 。 
1.5 P450 酶 活性 测定 

采用 P450 0- 脱 乙 基 香 豆 素 法 (Zhang et al., 
2012) , RHIZ di TE UK EWA n a C24] 5 头 
WE), ARRA D, 抽 滤 (加 冰 ) ， 酶 反应 条 件 
(Tris-HCl, pH 7.0,), 用 LS-55 欧 光 分 光 光 度 计 测 
定 灾 光 值 (激发 光波 长 356 nm, 发 射 波长 465 nm), 
每 份 中 肠 组 织 重复 测定 3 次 , 分 别 测定 后 取 平 均值 
(Zhang et al., 2012) 。 同 时 绘制 7- 养 基 香 豆 素 灾 光 
值 的 标准 曲线 。 和 蛋白 质 含 量 测定 采用 6-250 法 
( Bradford, 1976) 。 
1.6 甜菜 夜 蛾 P450 基因 mRNA 表达 量 的 检测 
1.6.1 总 RNA 的 提取 :将 解剖 所 得 的 5 RKA 
蛾 中 肠 ( 约 5 头 试 虫 ) 用 TRIzol 试剂 盒 按 说 明 书 提 
取 总 RNA, 用 40 uL RNA-free 的 DEPC 水 溶解 
RNA, 凝 胶 电泳 确定 其 完整 性 , 测定 RNA 的 浓度 ， 
为 第 一 链 cDNA 的 合成 备用 。 
1.6.2 第 一 链 cDNA 的 合成 : 按照 TaKaRa 
PrimeScript™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit 进行 , 在 
PCR 管 中 加 入 总 RNA 1 pg, Oligo( dP),1 uL, 
RNase-free H,O 补充 体系 到 12 uL, 然后 在 70% 中 
水 浴 10 min, 冰 上 急 冷 2 min， 离 心 数秒 再 向 PCR 
管 中 依 次 加 入 5 x M-MLV-Buffer 4 uL, dNTPs 
mixture 1 uL, RNase, M-MLV( RNase H` ) 0.5 uL, 
RNase Inhibitor 0. 5 uL RNase-free H,O 2 uL, 最 终 
体系 为 20 AL。 再 次 离心 混 匀 后 在 PCR 仪 中 42€ 
60 min; 70% 15 min。 所 得 cDNA 保存 于 -20C 
备用 。 
































1.6.3 P450 基因 引物 设计 : 以 甜菜 夜 蛾 的 actin. 基 
因 作 为 内 参 基 因 ( Kim, 2010 ) ， 甜 沫 夜 蛾 已 知 的 4 
个 P450 d& p ( CYP949, CYP4G37, CYPASIM 及 
CYP6B) 及 NADPH 细胞 色素 P450 还 原 酶 基 
HQ852049 的 定量 PCR 引物 序列 见 表 1 。 


X1 甜菜 夜 峨 ACTIN P450 基因 和 NADPH 细胞 
色素 P450 还 原 酶 基因 的 定量 PCR 引物 
Table 1 Primers of ACTIN, P450 and NADPH 


cytochrome P450 reductase genes of Spodoptera exigua 


TURAE AI 引物 序列 (5 -37) 产物 大 小 (bp) 


Target gene Primer sequences Product size 








F: GCGACTTGACCGACTACCT " 
SE R: ATGTCACGCACGATTTCC 





CYP949 F: GAATGCGAAAGCGGAGAAAG 90 
R: GCGAGTGGGTTAATGTTGTG 





CYPAC3T F: TCCTTCTCTGCCTCTITGG 100 
R: CCTCACGGTTCAGTTTCC 





CYP4S11 F; AATGTCAGACGGTCCTGGGTG 91 
R: GGTACAATCGCAGTATTTCCT 





CYPGB F: CTGTATCGGTATGCGGTTTG 96 
R: CCTGGCAGTGTTCTTAGACG 





F: ACGACATACA AACA 
HQ852049 : ACGAC CAGCCCAAC 93 
R: ATGACCTATCTCCACCCT 





1.6.4 相关 基因 的 实时 灾 光 定量 PCR 检测 :采用 
Real-time PCR 方法 测定 甜菜 夜 蛾 4 个 PASO 基因 及 
1 个 NADPH 基因 mRNA 在 中 肠 的 相对 表达 量 。 反 
应 体系 : SYBR® Premix Ex Taq™ 9.0 pL, 1ETIUS 
向 引物 (5 umol/L) & 0.4 uL, ddH,O 9.2 uL, 1 uL 
cDNA 模版 ， 总 体系 为 20 kL。 反 应 条 件 如 下 : 
50%C 2 min, 95?C 10 min; 然后 95%C 15 s, 60%C 30 
s, 72?C 30 s, 4E 40 个 循环 ; 最 后 95%C 15 s, 60C 1 
min, 95?C 30 s, 60C 15 s, 用 于 记录 溶解 曲线 。 
份 中 肠 组 织 重 复 测 定 3 次。 基因 相对 表达 量 采 用 
2- 人 人 "方法 计算 ( Livak and Schmittgen, 2001) 。 
1.7 数据 处 理 方法 

数据 采用 SPSS17.0 的 Duncan 单 因素 方差 分 析 
( One-way ANOVA ) 比较 不 同 处 理 之 间 的 酶 活性 及 
mRNA 表达 量 差 异 显 车 性 (P = 0. 05), XH 
Sigmaplot 10.0 作 图 。 

















2 结果 


2.1 毛虫 东 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 4 龄 幼虫 的 诱导 剂量 
与 空白 对 照相 比 , 含 氧 虫 茶 甲 酰胺 o. 005, 
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0. 0110. 015 mg/kg 的 含 毒 饲料 处 理 对 甜菜 夜 蛾 4 
龄 幼虫 生长 均 无 影响 ; 0.02 mg/kg 处 理 在 取 食 含 毒 
饲料 48 h 后 出 现 轻 微 中 毒 症 状 , 而 0.025 和 0. 03 
mg/kg 处 理 后 出 现 明显 中 毒 症 状 , 如 吐 水 排便 及 
身体 萎缩 , 在 处 理 后 12 h 死亡 率 分 别 达到 10% 和 
25% ,处 理 后 24 h 死亡 率 分 别 为 18% 和 3396, 
JE, 以 0. 01 mg/kg 和 0. 02 mg/kg 作为 诱导 处 理 


剂量 。 





2.2 和 毛虫 茶 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 P450 表达 的 影响 

竺 空白 对 照 组 甜菜 夜 蛾 幼虫 5 We t Rz Jn 6 h， 
毛虫 茶 甲 酰胺 的 处 理 组 P450 0- 脱 乙 基 酶 活性 均 显 
著 高 于 对 照 组 , 其 中 0.02 mg/kg 处 理 组 P450 酶 活 
性 为 对 照 组 的 2.92 倍 ; 12 h Je SUR A FF Po AL E 
组 P450 酶 活性 仍 高 于 对 照 组 ,而 且 0.02 mg/kg 处 
理 组 仍 显著 著 高 于 0.01 mg/kg 处 理 组 ; 24 h 和 36 h 
后 , 0.02 mg/kg 处 理 组 P450 酶 活性 仍 高 于 对 照 组 ， 
分 别 为 对 照 组 的 1.90 和 1.93 售 ( 表 2)。 


表 2 毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 后 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 P450 O- 脱 乙 基 酶 活性 ( pmol/min - mg pro) 
Table 2 Specific activity of P450s ( pmol/min . mg pro) in the midgut of the 5th instar larvae of 


Spodoptera exigua after treatment by chlorantraniliprole 


毛虫 葵 甲 酰胺 浓度 (mg/kg) 


处 理 时 间 Treatment time 








Chlorantraniliprole concentration 6h 12 h 24 h 36 h 
0 24.46 +8.48 b 20.56 +4.54 b 25.52 +1.93 b 24.09 +2.41 b 

(1.00) (1.00) (1.00) (1.00) 
21 39.67 +5.12 ab 31.14 +6.65 b 29.57 +0.43 b 26.69 +2.79 ab 

l (1.62) (1.51) (1.16) (1.11) 
0.02 71.32 +13.38 a 57.85 +8.31 a 48.47 +9.98 a 46.61 +9.53 a 


(2.92) 


(2.81) (1.90) (1.93) 








表 中 各 值 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 误 ; 同 列 数据 后 不 同 小 写字 和 母 表 示 不 同 处 理 差 异 显 著 (P «0.05, One-way ANOVA); 括号 内 数值 为 同一 
时 间 段 与 对 照 组 的 比值 。Data are presented as the mean + SE of three replications, and those in the same column followed by different letters are 
significantly different ( P «0.05, One-way ANOVA). Data in brackets denote the induced fold compared with the control. 


2.3 和 毛虫 共 甲 酰胺 处 理 对 甜菜 夜 蛾 P450 基因 表达 
影响 

与 对 照 组 相 比 , 0.02 mg/kg Ss ri A FH Pot ic A E 
组 CYP949 mRNA 的 表达 量 在 6h 和 12 h 分 别 为 对 
照 组 的 2.71 和 3.95 fi, 均 显 车 高 于 0.01 mg/kg 处 
理 组 (6 h 和 12 h 的 相对 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 
1.96 和 2.04 fi) ; 随时 间 延 长 , 在 24 h 时 0.02 和 
0.01 mg/kg 处 理 CYP949 的 相对 表达 量 略 有 下 降 ， 
分 别 为 对 照 的 1.97 和 2.52 倍 ,36 h 时 相对 表达 量 
分 别 为 对 照 的 1.86 $12.54 倍 ( 图 1: A), 

0.02 mg/kg 毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 对 CYP6B 的 
诱导 作用 从 6 h 到 12 h 逐渐 增强 , 在 24 h 时 达到 
最 大 , 其 相对 表达 量 为 对 照 组 的 4.48 fi, 0.01 mg/ 
kg 处 理 组 的 相对 表达 量 为 对 照 组 的 2.42 fi; 在 36 
h 时 其 诱导 效应 显著 下 降 , 0.02 mg/kg 和 0.01 mg/ 
kg 处 理 组 的 相对 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 1.53 和 
1.44 倍 , 均 显 车 高 于 对 照 组 , 但 两 处 理 组 间 无 差异 
(图 1: B). 

0.02 mg/kg 毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 组 在 6 h 时 对 
CYP4S11 表达 量 无 显著 影响 , 但 在 12h 至 36 的 
































AGAR gb ESTO HER, 分 别 为 对 照 组 的 2.75 
和 2.25 倍 ; 而 0.01 mg/kg 处 理 组 的 表达 量 仅 在 24 
h 和 36 h 显著 高 于 对 照 组 , 其 相对 表达 量 分 别 为 对 
照 组 的 1.77 和 1.47 倍 ( 图 1: C). 

处 理 后 6 -36 h, S t A HI WEE 0.02 mg/kg 和 
0.01 mg/kg 处 理 组 CYP4G37 的 相对 表达 量 均 显著 
高 于 对 照 组 , 其 相对 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 2.69 ~ 
4.29 倍 和 2.30 ~2.98 倍 。 在 同一 时 间 点 两 个 处 理 
组 间 该 基因 相对 表达 量 无 差异 (图 1: D). 

2.4 和 毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 对 甜菜 夜 蛾 NADPH 细胞 
色素 P450 还 原 酶 基因 HO852049 表达 的 影响 

毛虫 茶 甲 酰胺 处 理 后 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 
NADPH 细胞 色素 P450 还 原 酶 基因 HQ852049 的 表 
达 量 从 6 -24 h 逐渐 增强 , 0.01 mg/kg 处 理 后 其 相 
对 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 1.56, 2.26 和 4.73 倍 ， 
0.02 mg/kg 处 理 后 相对 表达 量 分 别 为 对 照 组 的 
1.85, 2.53 和 4.54 倍 , 在 同一 时 间 点 两 处 理 间 差 
异 不 显著 ; 36 h 时 表达 量 均 比 24 h 略 有 降低 , 但 仍 
然 达 到 对 照 组 的 3.39 和 4.08 f, EL0.02 mg/kg 处 
理 组 显著 高 于 0.01 mg/kg 处 理 组 (图 2)。 
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mm 7 HXI Blank control 
E—3 Sd Hi A FB ERE Chilorantranitiprole (0.01 mg/kg) 
guum md AH t Chilorantranitiprole (0.02 mg/kg) 
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Relative expression quantity 


mm 2 户 对 有 Blank control 


























Ec x AER BE Chilorantranitiprole (0.01 mg/kg) 
gu A H ECChilorantranitiprole (0.02 mg/kg) 





mm 2 [1] 4 Blank control 
E FURA FB E Chilorantranitiprole (0.01 mg/kg) 
gag a db AH EZ C hilorantranitiprole (0.02 mg/kg) 


mm 7 jX} Blank control 
p Ud tgChilorantranitiprole (0.01 mg/kg) 
gun 气 虫 茶 甲 酰 腕 Chilorantranitiprole (0.02 mg/kg) 





处 理 时 间 Treatment time (h) 
图 1 毛虫 茶 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 PASO 基因 表达 的 诱导 作用 


Fig. 1 


Induction of chlorantraniliprole on the expression of P450 genes in the midgut of the 5th instar larvae of Spodoptera exigua 








A: CYP949; B: CYP6B; C; CYP4S11; D: CYP4G37. 图 中 数值 均 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 相同 时 间 点 不 同 处 理 间 差 
异 显 车 (P<0.05, One-way ANOVA), Data are presented as the mean + SE of three replications. Different letters above bars indicate significant 


difference among different treatments at the same time point ( P «0.05, One-way ANOVA). 


gum 77:1 HE Blank control 


= Api AF WO Chilorantranitiprole (0.01 mg/kg) 
mum Ld OW Chilorantranitiprole (0.02 mg/kg) 


R2 U A tn CO -1 % oO 


相对 表达 量 
Relative expression quantity 


Å= 





6 12 24 36 
处 理 时 间 Treatment time (h) 


图 2 ”毛虫 茶 甲 酰胺 对 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 NADPH 细胞 
色素 P450 还 原 酶 基因 HQ852049 表达 的 诱导 
Fig. 2 Relative expression of NADPH cytochrome P450 
reductase gene HQ852049 in the midgut of the 5th 


instar larvae of Spodoptera exigua induced by chlorantraniliprole 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 标 准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 同一 时 
间 点 不 同 处 理 间 差异 显著 (P<0.05, One-way ANOVA), Data in the 








figure are means + SE of three replications. Different letters above bars 
indicate significant difference among different treatments at the same time 


point (P <0.05, One-way ANOVA). 


3 讨论 





P450s 在 昆虫 代谢 外 源 有 毒物 质 过 程 中 发 挥 着 
重要 作用 , 具有 可 诱导 性 , 但 昆虫 P450s 对 不 同 外 
源 物质 的 响应 不 同 (Li et al., 2007) 。Liu 等 (2006 ) 
用 0.1 mg/mL 的 榭 皮 素 处 理 棉铃 虫 6 龄 幼虫 后 , 其 
中 肠 P450s 的 酶 活性 先是 降低 后 增强 , 处理 48 h 后 
达到 最 大 , 然后 再 恢复 到 正常 水 平 , 而 用 2- 十 三 烷 
酮 处 理 试 虫 4 -48 h 期 间 均 表现 出 较 强 的 诱导 作 
Hi, 而 在 48 h 后 则 表现 出 抑制 作用 。Pottelberge 等 
(2008) 亦 报道 了 6 种 化 合 物 对 二 斑 叶 螨 P450s 活性 
的 影响 ,结果 表明 巴 比 妥 、 葵 巴 比 有 和香 叶 醇 对 其 
P450s 诱导 作用 表现 出 时 间 效 应 , 在 药剂 处 理 1 -4 
h 内 P450s 酶 活性 迅速 增加 ， 而 在 4 -48 h 内 其 活 
性 达到 最 大 , 但 是 3- 甲 基 胆 草 、 异 黄 樟 素 和 五 甲 基 
葵 则 无 任何 诱导 效应 。 范 银 君 等 (2014 ) KARI 
酸 甲 酯 人 工 饲 料 饲 喂 或 惠 蒸 栅 铃 虫 3 龄 末 幼 虫 , 结 
有 果 表 明 , 试 虫 取 食 2.9 ug/g 的 人 工人 饲料 48 h 后 其 生 
长 显著 被 抑制 , 且 PASO 酶 活性 增加 了 1.92 倍 ; 而 是 
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Zi Ab PRSE M i ia nh, B A: K , fH. P450s 活性 相对 空 
白 对 照 提 高 了 2. 94 倍 。 本 实验 中 , 毛虫 葵 甲 酰胺 
对 甜菜 夜 峨 中 肠 P450s 酶 活性 亦 表现 出 时 间 效 应 和 
剂量 效应 , 在 进入 5 龄 后 6 -12 h 内 , P450s 酶 活性 
达到 最 大 , 日 0. 02 mg/kg 处 理 的 诱导 效应 强 于 
0.01 mg/kg 处 理 组 ; 而 在 12 -36 h 内 诱导 效应 逐渐 
降低 , 最 终 恢复 至 对 照 水 平 。 

P450s 是 一 个 位 于 平滑 内 质 网 上 的 多 酶 复合 
体 , 由 P450 .细胞 色素 b5 .NADPH- 细 胞 色素 P450 
还 原 酶 .NADH- 细 胞 色素 bs 还 原 酶 及 位 脂 组 成 ,而 
在 P450s 的 脱 乙 基 氧 化 过 程 中 需 NADPH 协同 作用 
( Li et al., 2007) , Wen 等 (2003 ) 研究 发 现 北美 黑 
Fé HE Papilio polyxenes CYP6Bl 和 家 晶 Musca 
domestica P450 NADPH 在 杆 状 病毒 感染 的 SO 细胞 
中 均 能 高 效 表 达 , 明显 提高 昆虫 对 底 物 的 代谢 ; 当 
二 者 协同 表达 时 ,对 线性 哮 喃 香 豆 素 和 其 他 外 源 物 
质 的 代谢 能 力 比 CYP6B1 单独 表达 时 提高 了 33 fi; 
而 对 角 状 叶 喃 香 豆 素 的 代谢 , 当 CYP6B1 单独 表达 
时 几乎 没有 代谢 能 力 , 而 CYP6B1 和 NADPH 细胞 
色素 P450 还 原 酶 基因 共同 表达 后 对 底 物 代谢 水 平 
则 达到 4. 76 nmol/min * nmol P450。 在 我 们 的 研究 
rh, 亦 发 现 甜 菜 夜 蛾 中 肠 NADPH- 细 胞 色素 P450 还 
原 酶 基因 HQS52049 £z x n EH BLEUS SWR. H 
mRNA 的 表达 量 明显 上 升 , 有 旦 表现 出 时 间 效 应 和 剂 
量 效应 。 

在 已 知 的 昆虫 细胞 色素 P450 家 族 中 ,一般 认 
为 CYP4, CYP6 和 CYP9 家 族 与 杀 虫 药剂 抗 性 有 关 ， 
比较 认可 的 如 CYP6D1, CYP6Al, CYP6A2 及 
CYP6B7 等 , 另外 CYPA, CYP9 和 CYP28 家 族 的 一 
些 成 员 与 抗 性 也 有 关系 (Liu et al.，1998 )。 
Komagata 等 (2010) 研究 了 致 倦 库 蚊 抗 拟 除 虫 菊 酯 
品系 中 46 个 PASO 个 基因 , 结果 发 现 CYP9M10(264 
fi), CYPAH34(8.3 fi) 和 CYP6Z210(3. 9 倍 ) 表 达 
Nh EJ. Zhang 等 (2012 ) 报 者 了 对 噬 唆 酮 抗 性 的 
JK Ks CYP6CWI 基因 , 其 相对 于 敏感 品系 的 表达 
量 高 达 22.78 倍 。Ding 等 (2013 ) 用 吡虫啉 对 褐 飞 
乔 田 间 抗 性 品系 筛选 ， 其 抗 性 倍数 达到 180 倍 ,， 检 
测 发 现 CYPGAYl 在 该 品系 的 mRNA 表达 相对 于 敏 
感 品系 上 调 了 17.9 倍 。 在 本 研究 中 ,毛虫 茶 甲 酰 
胺 对 甜菜 夜 峨 4 个 PASO 基因 (CYP949，CyYP4637 , 
CYP4S11 及 CYP6B ) 均 有 明显 的 诱导 表达 上 调 作 
JH, 尤其 是 CYP949,CYP4G37 和 CYP6B 表达 上 调 
明显 。 但 是 ,P450 基因 是 由 多 个 基因 家 族 组 成 的 
一 个 超 基因 家 族 , 量 每 个 基因 家 族 又 被 分 为 了 多 个 






































基因 亚 族 ( 郭 宇 至 等 ,2009 ) ,而 目前 甜 沫 夜 蛾 仅 报 
道 了 6 个 P450 相关 基因 , 氧 虫 茶 甲 酰胺 是 否 还 诱 
导 甜 沫 夜 蛾 其 他 P450 基因 表达 上 调 需 进一步 做 转 
录 组 分 析 , 且 这 些 基 因 在 毛虫 茶 甲 酰胺 抗 性 品系 的 
表达 情况 如 何 及 通过 何 种 途径 被 调控 等 仍 值得 深入 
Ursi. 
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